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ABSTRACT

Background & objectives: Billions of chickens are consumed annually in the world and about
billions of tons of chicken feathers are produced. About 5 to 7 percent of the chicken's weight
is feather and about 90 percent of the feathers are keratin. Feather is a pure keratin protein that
is highly insoluble and difficult to break down. Some bacteria have the ability to produce the
keratinase enzyme to break down keratin. The aim of this study was to determine the factors
affecting the growth of SKH14-isolated bacilli megatrium strain SKH14 and to measure the
enzymatic activity of keratinase.
Methods: Soil samples were collected in sterile plastic containers. Seven bacterial isolates
were grown on a specific environment, of which 5 showed clear decomposition and were
selected for biochemical tests, 16S rRNA sequencing and keratin measurement activity. These
five bacteria were then sequenced and GeneBank accession number was assigned for each of
them as a new strain. Five bacteria were tested for keratinase production and the strongest
strain was optimized for keratinase production.
Results: Five isolates were belonged to different strains of bacilli, and all five isolates were
feather decomposer at different times. The highest enzymatic activity was reported in Bacillus
megaterium SKH14 with 18.01 units per ml and the lowest in Bacillus felexus SKH4 with
10.81 units per ml.
Conclusion: The complete decomposition of Bacillus megaterium SKH14 isolate showed that
this bacterium has high protease activity and is able to decompose complete keratin.
Keywords: Keratinase Enzyme; Bacillus megaterium; Keratin; Feather
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مقدمه
مو، پر، ناخن، پشم، منقار و شاخ حاوي مقادیر بـالایی از  

. کــراتین پروتئینــی نــامحلول و )2, 1(کــراتین هســتند 
لکـولی ایـن   بسیار پایدار اسـت. ترکیبـات و سـاختار مو   

.  )3(باشـد  ئین عامل اسـتحکام سـاختمانی آن مـی   پروت

دو دسـته  ها با توجه بـه محتـواي سـولفور بـه     کراتین
بنـدي  هـاي سـخت گـروه   هـاي نـرم و کـراتین   تینکرا
یی ماننـد پـر،   ها. کراتین سخت در بخش)4(شوند می

مو، سم و ناخن وجـود دارد کـه داراي مقـدار زیـادي     
ــد ــادي  بان هــاي دي ســولفیدي قــوي و در شــرایط ع

چکیده
7تا 5گردد. حدود ها تُن، پر مرغ تولید میشود و میلیاردغ مصرف میمرها عدددر جهان سالانه میلیاردزمینه و هدف:

خالصـی از کـراتین اسـت کـه بسـیار      دهد. پر، پروتئیندرصد از پر را کراتین تشکیل می90درصد وزن مرغ را پر و حدود 
ه کراتین را دارند. این مطالعـه بـا   ها توانایی تولید آنزیم کراتیناز براي تجزیبرخی از باکتري.نامحلول و سخت تجزیه است

جداسازي شده از خاك و اندازه گیري فعالیت SKH14تعیین عوامل موثر بر رشد باکتري باسیلوس مگاتریوم سویه هدف
آنزیمی کراتیناز انجام شد. 

وي محـیط  ایزولـه باکتریـایی  بـر ر   7جمع آوري گردیـد. تعـداد   پلاستیکیدر ظروف استریلنمونه هاي خاكروش کار: 
16Sهاي بیوشیمیایی و توالی ایزوله تجزیه واضحی را نشان دادند و براي تست5اختصاصی پر رشد کرده که از این تعداد، 

rRNAتعیـین تـوالی گردیدنـد و   باکتري5گیري فعالیت کراتینازي انتخاب گردیدند. سپس  این و اندازهAccession در
باکتري از نظـر میـزان تولیـد آنـزیم کراتینـاز مـورد       5اي جدید تعیین شد. با عنوان سویهبانک ژنی براي هر کدام از آنها 

بررسی قرار گرفت و قوي ترین سویه از نظر تولید آنزیم کراتیناز  بهینه سازي گردید.
هـاي  ه پر، در زمـان ایزوله، تجزیه کنند5ها بودند که هر هاي مختلفی از باسیلوسمتعلق به سویهایزوله5تعداد ها: یافته

Bacillus megateriumمتفاوت  بودند. بیشترین فعالیت آنزیمی مربوط به باکتري  SKH14  احـد بـر   و01/18با میـزان
Bacillus felexusمیلی لیتر در دقیقه و کمترین میزان مربوط  به باکتري  SKH4 واحد بر میلی لیتـر در  81/10با میزان

دقیقه گزارش گردید.
Bacillus megateriumتجزیه پر بوسیله ایزوله گیري: نتیجه SKH14 زیـادي  نشان داد که این باکتري قدرت پروتئـازي

دارد و قادر به تجزیه کراتین کامل است.
، کراتین، پرباسیلوس مگاتریومآنزیم کراتیناز، واژه هاي کلیدي:
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هـاي  . کـراتین نـرم در بافـت   )4(تجزیه است قابلغیر
پوست و پینـه وجـود دارد کـه حـاوي میـزان کمتـري       

پذیري ي سولفیدي است و در نتیجه انعطافهاي دباند
پر مرغ پروتئینـی از جـنس کـراتین    .)4(بیشتري دارد 

 ـ    . )5(امحلول اسـت  است که بسـیار سـخت تجزیـه و ن
ــا 5حــدود  ــر و حــدود 7ت 90درصــد وزن مــرغ را پ

در جهـان . )6،7(دهد درصد از پر را کراتین تشکیل می
شـود و حـدود   میسالانه میلیاردها عدد مرغ مصرف 

. محتـواي  )8(گـردد  میلیارد تن، پر مرغ تولید می5/8
توانـد بـه   هاي حاوي کراتین میبالاي پروتئین در زباله

منبع خوب پروتئینی و آمینـو اسـیدي بـا اسـتفاه از     یک
توانـد  . بازیافت پر مـی )2(سیستم چرخه بازیافت شود 

ماده غذایی پروتئینی متناوب و ارزانی را فـراهم آورد  
توانــد بــه عنــوان خــوراك ه ایــن مــاده غــذایی مــیکــ

از هاي دیگر استفاده شـود. پرندگان و بسیاري پروسه
گذشته تا کنون با استفاده از دمـا و فشـار بـالا توسـط     
تیمار حرارتی و شیمیایی، کراتین را به راحتی متابولیزه 

کنند و این همزمان اسـت بـا از دسـت دادن چنـد     می
ــروري از ق  ــه ض ــید آمین ــزین و  اس ــونین، لی ــل متی بی

آورد. تریپتوفان که ارزش غذایی کراتین را پـایین مـی  
انــدازه کــافی بنــابراین تیمــار حرارتــی و شــیمیایی بــه

. از )9،10(دارد اي پودر پر را نگـاه نمـی  محتواي تغذیه
یی که توانایی تولیـد  هااین رو شناسایی میکروارگانیسم

کننده کـراتین (کراتینـاز) را دارنـد حـائز     آنزیم تجزیه
باشد.میاهمیت

اي خــاص از پروتئازهــا هســتند کــه کراتینازهــا دســته
سـخت و محکـم کـراتین را    قادرند پلـی پپتیـد بسـیار    

توانـایی  هـا و بـاکتري هـا تعدادي از قـارچ .)4(بشکنند 
تولید کراتیناز در حضور سوبستراي کـراتین را دارنـد   
که با تولید این آنزیم، کراتین موجود در پر، مو، ناخن 

 ـ.)6(کننـد  مـی و پشم را تجزیه از باکتریـایی بـا   کراتین
ــالا بــراي هیــدرولیز کــراتین در  دارا بــودن پتانســیل ب

.)11(ي بیوتکنولوژي، مورد توجه است هاوشر

1گـرم مثبـت باسـیلوس   ، بـاکتري هـا در میان باکتري

. در )4(کنندگی کـراتین را دارد  بیشترین قدرت تجزیه
ــه ــراتین هیدرولیز ده ــر از ک ــاي اخی ــط  ه ــده توس ش

ــاکتري ــاب ــور، ه ــوراك دام و طی ــنعت خ ــود در ص ک
یلم و همچنین به عنوان منبعی غنـی  نیتروژنی، چسب، ف

ــیدآمینه ــااز اس ــرینه ــتئین2ي س ــرولین3، سیس 4و پ

ــتفاده ــیاس ــردد م ــزیم کرات.)12،13( گ ــاز در از آن ین
صــنایعی از قبیــل مــواد شــوینده، پزشــکی، آرایشــی و 

.)14،15(گردد میصنعت چرم نیز استفاده
ي هـا هدف از این مطالعه جداسازي و شناسایی باکتري

ــه ــین تجزی ــاك زم ــراتین از خ ــده ک ــاکنن ــراف ه ي اط
ي شهرستان مرودشت و  بررسی عوامـل  هامرغداري

راتیناز در سـویه  موثر بر رشد و میزان تولید آنزیم ک
باشد.میبرتر

روش کار
ي خاكهاآوري نمونهجمع

ي خـاك در  هـا نمونـه در این مطالعه مقطعی توصـیفی، 
هـــاي اطـــراف از خـــاك زمـــین1394شـــهریور مـــاه 

10تــا 5هــاي شهرســتان مرودشــت از عمــق مرغــداري
سانتی متري سطح خـاك در ظـروف اسـتریل پلاسـتیکی     

.تقل گردیدبرداشته و به آزمایشگاه من

ــاکتري  ــالگري ب ــازي و غرب ــاجداس ــده ي تولیده کنن
براي غنی سازي-کراتیناز

میلی لیتر محیط 100میلی لیتري حاوي 150ي هاارلن
گــرم بــر لیتــر، 5: کلریــد ســدیم 5پایــه نمکــی مــایع

1گرم بر لیتر، منو پتاسیم فسفات1پتاسیم فسفات دي
لیتـر، گـرم بـر   2/0سـولفات منیـزیم   گـرم بـر لیتـر،   

10گرم بر لیتر و پر سـفید مـرغ   1سولفات آمونیوم 
5به عنوان تنها منبع کربن و نیتروژن، بـا  گرم بر لیتر،

روز در دماي اتـاق  7گرم از هر نمونه خاك  به مدت 

1 Bacillus
2 Serine
3 Cysteine
4 Proline
5 Mineral Salt Medium Broth
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دور 150درجه سیلیسیوس) بـر روي شـیکر   30-25(
. )6(در دقیقه قرار داده شد 

هاي مذکور بـر روي  روز از هر کدام از ارلن7پس از 
(Merck, Germany)محـیط کشـت نوترینـت آگـار    

کشت داده شد و تـا بـه دسـت آمـدن کلنـی خـالص       
. )6(چندین بار تکرار گردید 

شناسایی
جـام  مرحله شناسایی بر روي محیط کشت اختصاصی ان

ــاکتري ــهگرفــت و فقــط ب ــده کــراتین هــاي تجزی کنن
بـر  ازي س ـاین غنـی .)16(شناسایی شدند جداسازي و

شده به همراه  پر خیلی ریز1روي محیط پایه پر جامد
متري) به عنـوان منبـع کـربن و نیتـروژن     میلی3تا 1(

انجام گردید، این محیط حاوي تمامی ترکیبات محـیط  
گــرم آگــار اســت. از 15پایــه نمکــی مــایع بــه اضــافه 

هاي خالص شده محیط نوترینـت آگـار، بـر روي    کلنی
هـا  داده شد. سپس پلیتمحیط اختصاصی جامد کشت

درجـه سیلسـیوس   37روز در انکوبـاتور  7تـا  1مدت 
له و انـدازه  هاایزوله که5قرار داده شد. از این میان، 

.)6(بزرگتري داشتند براي شناسایی انتخاب گردیدند 
بوسـیله واکـنش زنجیـره پلـی مـراز      16S rRNAژن 

(PCR)،ي یونیورسـال زیـر گسـترش    هاتوسط پرایمر
):17یافت (

F(5- AGA GTT TGATCC TGG CTC AG-3)
R(5-GGT TAC CTT GTTACG ACTT-3)

توسط شرکت مـاکروژن  PCRتعیین توالی محصولات 
در بانـک  هـا کره جنوبی صورت گرفت. سـپس  تـوالی  

ثبت گردیدند.3ره خاصبا شما2ژنی
اندازه گیري فعالیت کراتیناز

-گیري فعالیت آنزیم، به محلول کـراتینین براي اندازه
DMSO   .لـی لیتــر از  می1و آنـزیم خــالص نیـاز اســت

DMSO-لیتر از محلول کراتینمیلی1آنزیم خالص با 

50بـا دمـاي   مـاري  با یکدیگر مخلوط گردید و در بن
دقیقـه قـرار داده شـد.    10مـدت  درجه سیلسیوس به

1 Agar Based Mineral Salt Medium
2 Gen Bank
3 Accission Number

ــی    ــاوي یعن ــی مس ــپس حجم ــري   2س ــر ت ــی لیت میل
درصد نیز اضافه گردید. 20(TCA)کلرواستیک اسید 
15دور به مـدت  10000با سرعت پس از سانتریفیوژ

دقیقه، ضریب خاموشی محلول رویـی در طـول مـوج    
تومترپکتروفوسیله دستگاه اس ـبه)A280نانومتر (280

(Cary50, Australia)گیري و در مقابل کنترل اندازه
به وسیله فرمول زیر محاسبه گردید:

U= 4×n×A280/(0.01×10) )6(
دهـد.  می: ضریب خاموشی است که کنترل نشان01/0
:n .میلی لیتر. : حجم نهایی بر حسب4عدد رقیق سازي
بـر حسـب    مـاري کردن در بـن : مدت زمان انکوبه10

ــه ــیدقیق ــم ــازي  باش ــزیم کراتین ــت آن ــد فعالی د. واح
Units/ml/minگردد.گزارش می

اساس تعریف، یک واحد فعالیت آنزیم برابر اسـت  بر
کـه سـبب افـزایش ضـریب خاموشـی      با مقدارآنزیمی

ــان     01/0 ــرایط یکس ــت ش ــه تح ــرل و نمون ــین کنت ب
گردد.می

از محیط کشت با باکتري بدون سوبسترا (پر) به عنوان 
.)6(استفاده شد کنترل منفی

بررسی شرایط مختلف بر فعالیت آنزیم کراتیناز براي 
ینه سازي شرایط رشدویه برتر و بهس

حجمی سوبسترا -مختلف وزنیباکتري در درصدهاي
) کشت داده شد 2و 5/1، 75/0، 25/0،5/0مرغ) ((پر

گیـري شـد   روز متوالی انـدازه 5در و فعالیت آنزیمی
هاي متفــاوت وزنــی همچنــین بــاکتري در درصــد.)6(

ــوکز (  ــی گلـ ــت داده و 5/2و 25/1، 5/0حجمـ ) کشـ
.گیري شدروز متوالی اندازه5در فعالیت آنزیمی

لازم به ذکر است که تمامی آزمایشات فوق، جداگانـه  
مرتبه در شرایط یکسان تکرار گردید.3

روش تجزیه و تحلیل اطلاعات
 ـاسهـا بـا  آمـاري داده آنـالیز  تفاده از نـرم افـزار   ــــ

SPSS-18 ي هــا و آزمــونANOVA در 4و دانکــن
انجام گرفت.)>01/0p(سطح

4 Duncan
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هایافته
بـاکتري از  30هاي خـاك مـورد بررسـی،    از کل نمونه

هـاي  سـازي ي مختلف باکتریـایی پـس از غنـی   هاگونه
متوالی اولیه و ثانویه بـر روي محـیط نوترینـت آگـار     

بـاکتري کـه   5پایـه پـر،   جداسازي گردیـد. از محـیط  
آمیزي گرم و ه مناسبی را نشان دادند براي رنگتجزی

ــت ــیترات،  تس ــیداز، س ــالاز، اکس ــیمیایی کات ــاي بیوش ه
، متیل رد، احیاي نیتـرات  V-Pهیدرولیز نشاسته، تست 

ــد. ســپس از روش   و تخمیــر قنــدها، انتخــاب گردیدن
PCR 16وS rRNA     بـراي شناسـایی بیشـتر اسـتفاده

یـک روش حسـاس و   16S rRNAو PCRشد. روش 
تخصصی است.

ي بیوشیمیایی، انجام شد و هارنگ آمیزي گرم و تست
، 1ممشخص گردید که یک ایزوله، باسـیلوس مگـاتریو  

ــه باســیلوس ــه 2تورنجینســیسیــک ایزول و ســه ایزول
هستند . 3باسیلوس فلکسوس

هـا به دست آمـده جهـت بررسـی ژن   PCRمحصول 
ز الکتروفورز بر روي ژل آگارز براي هر باکتري، پس ا

درصد توسط دسـتگاه ژل داك بررسـی شـدند و    5/1
هـاي مشـخص در محـدوده    باند16S rRNAهاي ژن

1500 bp 1(جفت بازي) ایجاد کردند (شکل.(

Cont+ ،Ladder ،SKH14…SKH5از چپ به راست .1شکل 

1 Bacillus megaterium
2 Bacillus thuringienesis
3 Bacillus flexus

نتایج حاصل از توالی یابی در بانک ژنی:
Accission number: KX343199, KX371093,
KX371094, KX371095, KX958490

ي جدیـد بـه ثبـت    هـا تحـت عنـوان سـویه   هـا باکتري
رسیدند.

نتایج اندازه گیري فعالیت آنزیم کراتیناز
سویه باکتریایی بر حسب واحد  بر 5ي فعالیت کراتیناز

بـر اسـاس روش   (U/ml/min)میلی  لیتـر بـر دقیقـه   
بیشــترین میــانگین فعالیــت شــده، بدســت آمــد. ذکر

Bacillus megateriumآنزیمی مربوط بـه بـاکتري   
SKH14  و کمتــرین میــانگین فعالیــت 01/18عــدد

Bacillus flexusآنزیمی مربوط به باکتري  SKH4 با
بدســت آمـد. پــس از بررسـی فعالیــت   81/10عـدد   

سویه، اختلاف معنی داري مشـاهده گردیـد  5آنزیمی 
)01/0p<.(

بررســی فعالیــت آنــزیم کراتینــاز در شــرایط نتــایج 
مختلف

Bacillus megateriumاز آن جهــت کــه ســویه  
SKH14     بیشترین میـزان تجزیـه را  در مـدت زمـان

نشان داد براي بررسی کمتر با بهترین فعالیت آنزیمی
فعالیــت آنــزیم کراتینــاز در شــرایط مختلــف انتخــاب 

ي فعالیـت  اندازه گیـر گردید. نتایج حاصل از سه دوره 
آنزیم با مقادیر مختلـف پـر و گلـوکز تحـت شـرایط      

گیـري  روز گزارش گردید. واحد انـدازه 5یکسان طی
است.Units/ml/minفعالیت آنزیمی کراتیناز 

ســویه بــا روش فــوق   5فعالیــت آنــزیم کراتینــاز   
گیري شد و به شرح زیر است:هزاندا

Bacillus megaterium SKH14 Accession:
KX958490:18/01
Bacillus flexus SKH4 Accession: KX371094:10/81
Bacillus thuringienesis SKH3 Accession: KX371093:
10/90
Bacillus flexus SKH2 Accession: KX343199 :10/94
Bacillus flexus SKH5 Accession: KX371095 :10/85

 ـ   د مقایسه اثر مقادیر مختلف سوبسترا (پـر) بـر تولی
آنزیم کراتیناز

نتیجــه حاصــل از بررســی فعالیــت آنــزیم در بــاکتري 
Bacillus megaterium SKH14  د کـه ایـن   دانشـان
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2و 5/1، 75/0، 5/0، 25/0باکتري در مقادیر مختلـف  
درصد پر، توانایی رشد دارد و همچنین قادر به تولیـد  

مم) سوبسـترا،  کراتیناز است. مقـدار بهینـه (اپتـی   آنزیم 
درصد تعیین 75/0کراتیناز، داکثر تولید آنزیم براي ح

آنالیز آمـاري دانکـن اخـتلاف    ). نتایج1(نمودار گردید
ي فعالیــت کراتینــاز در هـا داري را بــین میــانگینمعنـی 

. )>01/0p(مقادیر مختلف پر نشان داد

0
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C

D

SKH14سویه لید آنزیم کراتینازمقایسه اثر مقادیر مختلف پر مرغ بر تو.1نمودار

مقایسه اثر مقادیر مختلف گلـوکز بـر تولیـد آنـزیم     
کراتیناز

نتیجه کلی حاصل از بررسـی فعالیـت آنـزیم کراتینـاز     
نشـان داد کـه ایـن بـاکتري در     SKH14توسط سویه 

مقادیر مختلف گلوکز و همچنین در عدم حضـور ایـن   
آنـزیم  قند سـاده، قـادر بـه رشـد و همچنـین تولیـد       

کراتیناز است. در غیاب گلوکز فعالیت آنـزیم حـداکثر   
شدت افزایش غلظت گلوکز فعالیت آن بهاست ولی با

). نتایج آنالیز آمـاري دانکـن   2یابد (نمودار میکاهش
ي فعالیـت کراتینـاز   هاداري را بین میانگیناختلاف معنی

).>01/0p(ي مختلف گلوکز نشان دادهادر غلظت
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SKH14هاي مختلف گلوکز بر تولید آنزیم کراتیناز سویه مقایسه اثر غلظت.2نمودار 
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بحث
ظرفیت بـالایی در تولیـد آنـزیم کراتینـاز     هاباسیلوس

 ـ )7(دارنـد هـا نسبت به سایر باکتري ادي از . تعـداد زی
و 2، رادیکـا و همکاران1وارننشایدانشمندان از جمله  و

در تحقیقاتی توانسـتند  ،و همکاران3پاندیان، و همکاران
کننده کـراتین  ي تجزیههاي مختلفی از باکتريهاسویه

را از خـــاك و پســـماندهاي مـــرغ جداســـازي کننـــد 
)2،18،19(.

ــازوتو ــاران4مـ ــیواکومارو همکـ ــاران5، سـ ، و و همکـ
مشابه با تحقیق حاضـر، موفـق   همکاران؛ و 6آگراهاري

ــه جداســازي باســیلوس تورنجینســیس  و باســیلوس ب
کننـدگی کراتینـاز از خـاك    سرئوس بـا خاصـیت تولید  

پژوهشی مشابه . تا کنون در ایران )5،20،21(گردیدند 
با تحقیق جـاري کـه باسـیلوس فلکسـوس بـا خاصـیت       
کراتینـازي را از خــاك جداســازي کــرده باشــد، انجــام  

نشده است.
از آنجا که کراتین حاوي تعداد زیادي پیوندهاي محکم 

ي باسـیلوس  هـا پروتئینی است، تجزیه پر توسط سویه
داراي یک آنزیم پروتئازهادهد که این سویهمینشان

(کراتیناز) با توانایی شکستن پیوندهاي مذکور هسـتند.  
سازگاري این باکتري نسبت شـرایط محیطـی از دیگـر    

ي موجـود در خـاك بیشـتر اسـت. بنـابراین      هاباکتري
ي باسیلوس بهترین کاندید در صنعت زیسـت  هاسویه

).   22باشند (میفناوري جهت تولید آنزیم کراتیناز
زیمی ــــــالیت آنـــــفعاريــــــش جـــــژوهـــدر پ

ــوي ــرین سق ـــت ــاظ تـــ ـــویه از لح ــاز، ـــ ولید کراتین
SKH14Bacillus megaterium ،01/18 ــر ــد ب واح

در مشـابهی  میلی لیتر بر دقیقه تعیین شد. نتایج نسـبتاً 
ري کـه  بـه طـو  ،تحقیقات دیگران بدست آمده اسـت 

1 Vigneshwaran
2 Radhika
3 Pandian
4 Mazotto
5 Sivakumar
6 Agrahari

شـده  فعالیت آنزیمـی کراتینـاز تولید  و همکاران7مهتا
بـر  واحـد  344/14را 8سیلوس لیشنی فـورمی باتوسط

فعالیـت  انهمکـار و9میلی لیتر بـر دقیقـه و آگـراوال   
60/13اي از جنس بـا سـیلوس را   آنزیم کراتیناز سویه

.)19،22(واحد بر میلی لیتر بر دقیقه گزارش کردند 
مقدار سوبستراي مورد نیاز (پـر مـرغ) بـراي تولیـد     

درصد تعیین گردید. این75/0حداکثر آنزیم کراتیناز، 
و همکـاران کـه حـداکثر تولیـد     مهتایافته با مشاهدات

درصـد سوبسـترا گـزارش    75/0کراتیناز را با مقـدار  
ــوانی دارد   ــم خ ــد، ه ــدیان . )19(کردن ــاران پان و همک

با اي از باسیلوسحداکثر فعالیت کراتیناز را براي سویه
حجمی از پـر گـزارش کردنـد    -درصد وزنی2مقدار 

2. در مطالعـه جـاري فعالیـت کراتینـاز در غلظـت      )2(
حجمی سوبسترا بسیار کاهش یافت. -درصد وزنی

به دلیل اینکه تولید کراتیناز وابسته به حضور کراتین و 
همچنین میزان کراتین در محیط کشت است، افـزایش  

گردد که پر) میمیزان سوبسترا باعث اشباع سوبسترا (
شـدن کراتینـاز   کیفیـت شـدن و بـی  ین خود باعث کما

دارنـده از فعالیـت مناسـب ایـن     گردد و عامـل باز می
. در نتیجـه بـا افـزایش مقـادیر     )11(گـردد  آنزیم می

حجمـی پـر)، فعالیـت    -درصد وزنـی 2سوبسترا (یعنی 
چنین در مقادیر کم سوبسترا کاهش یافته و همآنزیمی

قابـل دسـترس   بودن کـراتین  مدلیل ک) نیز به25/0%(
براي باکتري بـه عنـوان تنهـا منبـع کـربن و نیتـروژن،       

یابد. میفعالیت آنزیمی کاهش
و همکاران نشان دادند که تجزیه پرها در حضـور  مهتا 

منبع کربن اضافه گلوکز، کاهش یافت و متعاقباً فعالیت 
آنزیم کراتیناز نسبت بـه محـیط بـدون قنـد، کـاهش      

نبع کربن اضافه، پرهـا  چشمگیري یافت. در غیاب یک م
به عنوان تنها منبع کربن مورد استفاده قرار گرفتنـد و  

کردن یک منبع کربن بالا رفت. اما با اضافهتولید آنزیم
اضافه (قند ساده گلـوکز)، باعـث جلـوگیري از ترشـح     

7 Mehta
8 B.licheniformis
9 Agrawal
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آنزیم کراتیناز نشد. حضور یک منبع کربنی ساده علاوه 
ن پـر، تولیـد   بر یک منبع پروتئینی سخت ماننـد کـراتی  

دهد زیرا باکتري ابتدا بایـد منـابع   آنزیم را کاهش می
غذایی ساده را استفاده کند. در این مورد باکتري ابتدا 
گلوکز موجود در محیط کشت را به عنـوان یـک منبـع    

). در 19دهـد ( کربنی ساده مـورد اسـتفاده قـرار مـی    
رود، ایزولـه  تحقیق حاضر نیز همانگونه که انتظـار مـی  

Bacillus megaterium SKH14 ــد ــاکزیمم تولی م
دهد که در محیط کشت، پـر  میآنزیم را زمانی نشان 

ه باشد. این یافته با به عنوان تنها منبع کربن وجود داشت
ي بـاکتري بـا سـیلوس    بـرا و همکـاران مهتا نتایجی که 

و همکاران براي باسـیلوس  سیواکومار سونورنسیس و 
. )19،21(به اسـت  تورنجینسیس گزارش کردنـد مشـا  

گـزارش کردنـد کـه فعالیـت     و همکاران 1رمنانیولی 
باسـیلوس  آنزیم کراتیناز تولیدشده به وسیله بـاکتري  

).23یابـد ( مـی گلـوکز افـزایش  در حضور2سابتیلیس
طور کلی در اکثر تحقیقات گلوکز اثـرات منفـی بـر    به

1 Ramnani
2 Bacillus subtilis

را فعالیــت پروتئینازهــاي میکروبــی از جملــه کراتینــاز
).21نشان داده است (

ها و گردد که بر روي خاك تمام مرغداريمییشنهادپ
هـاي  و همچنین خـاك زمـین  هاپسماندهاي مرغداري

یی هـا پژوهشهاکشاورزي استان فارس و سایر استان
ده آنزیم کننهاي مختلف تولیدصورت بگیرد و باکتري

آنــزیم کراتینــاز جســتن ازکراتینــاز بــه منظــور بهــره
جداسازي گردد.

نتیجه گیري
نشان داد B.megaterium SKH14عالیت کراتینازي ف

تواند که این باکتري قدرت پروتئازي خوبی دارد و می
کاندید SKH14کراتین را به خوبی تجزیه کند. سویه 

مناسبی در صنایع مختلف است.

تشکر و قدردانی
این مقاله حاصل بخشی از پایان نامه کارشناسی ارشـد  

ــی  ــوژي م ــته میکروبیول ــدرش ــیله از  باش ــدین وس . ب
انشـگاه آزاد اسـلامی واحـد جهـرم     مسئولین محترم د

ي پژوهشـی و علمـی سپاسـگزاري    هـا دلیل حمایـت به
.گرددمی

References
1- Onifade A, Al-Sane N, Al-Musallam A, Al-Zarban S. A review: potentials for biotechnological
applications of keratin-degrading microorganisms and their enzymes for nutritional improvement of
feathers and other keratins as livestock feed resources. Bioresource technology. 1998;66(1):1-11.
2- Pandian S, Sundaram J, Panchatcharam P. Isolation, identification and characterization of feather
degrading bacteria. European Journal of Experimental Biology. 2012;2(1):274-82.
3- Riffel A, Lucas F, Heeb P, Brandelli A. Characterization of a new keratinolytic bacterium that
completely degrades native feather keratin. Archives of Microbiology. 2003;179(4):258-65.
4- Gupta R, Ramnani P. Microbial keratinases and their prospective applications: an overview.
Applied microbiology and biotechnology. 2006;70(1):21.
5- Agrahari S, Wadhwa N. Degradation of chicken feather a poultry waste product by keratinolytic
bacteria isolated from dumping site at Ghazipur poultry processing plant. International Journal of
Poultry Science. 2010;9(5):482-9.
6- Mehta RS, Jholapara RJ, SAWANT CS. Optimization of cultural conditions for extracellular
keratinase production by Bacillus species isolated from poultry farm soil. International Journal of
Pharma and Biosciences. 2013;4(2):454-63.
7- Mousavi S, Salouti M, Shapoury R, Heidari Z. Optimization of keratinase production for feather
degradation by Bacillus subtilis. Jundishapur Journal of Microbiology. 2013;6(8).

 [
 D

O
I:

 1
0.

52
54

7/
j.h

ea
lth

.1
2.

3.
34

0 
] 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

38
29

71
0.

14
00

.1
2.

3.
2.

7 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 h

ea
lth

jo
ur

na
l.a

ru
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

2-
05

 ]
 

                               8 / 9

http://dx.doi.org/10.52547/j.health.12.3.340
https://dorl.net/dor/20.1001.1.23829710.1400.12.3.2.7
https://healthjournal.arums.ac.ir/article-1-2460-fa.html


1400سوم، پاییز ، شماره دوازدهمسال جله سلامت و بهداشت                                                                       م348

8- Neha S, Alka G, Omre P. Characterization of chicken feather fibre as novel protein fiber for
commercial applications. International Journal of Tropical Agriculture. 2015;33(4 (Part III)):3373-7.
9- Wang X, Parsons C. Effect of processing systems on protein quality of feather meals and hog hair
meals. Poultry Science. 1997;76(3):491-6.
10- Papadopoulos M, El Boushy A, Roodbeen A, Ketelaars E. Effects of processing time and moisture
content on amino acid composition and nitrogen characteristics of feather meal. Animal Feed Science
and Technology. 1986;14(3-4):279-90.
11-Sahoo DK, Das A, Thatoi H, Mondal KC, Mohapatra PKD. Keratinase production and
biodegradation of whole chicken feather keratin by a newly isolated bacterium under submerged
fermentation. Applied biochemistry and biotechnology. 2012;167(5):1040-51.
12-Cao Z-J, Zhang Q, Wei D-K, Chen L, Wang J, Zhang X-Q, Zhou M-H. Characterization of a novel
Stenotrophomonas isolate with high keratinase activity and purification of the enzyme. Journal of
industrial microbiology & biotechnology. 2009;36(2):181-8.
13-Cai C, Zheng X. Medium optimization for keratinase production in hair substrate by a new Bacillus
subtilis KD-N2 using response surface methodology. Journal of industrial microbiology &
biotechnology. 2009;36(7):875-83.
14-Farag AM, Hassan MA. Purification, characterization and immobilization of a keratinase from
Aspergillus oryzae. Enzyme and Microbial Technology. 2004;34(2):85-93.
15-Mazotto AM, Coelho RRR, Cedrola SML, de Lima MF, Couri S, Paraguai de Souza E, Vermelho
AB. Keratinase production by three Bacillus spp. using feather meal and whole feather as substrate in
a submerged fermentation. Enzyme research. 2011;2011:1-7.
16-Vos P, Garrity G, Jones D, Krieg NR, Ludwig W, Rainey FA, Schleifer K-H, Whitman WB.
Bergey's manual of systematic bacteriology: Volume 3: The Firmicutes. Springer Science & Business
Media; 2011.
17-Femi-Ola T, Akinbobola O, Oluwaniyi T. Isolation and characterization of feather degrading
bacteria from poultry soil. Agriculture and Biology Journal of North America. 2015;6(5):146-54.
18-Vigneshwaran C, Shanmugam S, Kumar TS. Screening and characterization of keratinase from
Bacillus licheniformis isolated from Namakkal poultry farm. Researcher. 2010;2(4):89-96.
19-Mehta RS, Jholapara RJ, Sawant CS. Isolation of a novel feather-degrading bacterium and
optimization of its cultural conditions for enzyme production. International Journal of Pharmacy and
Pharmaceutical Sciences. 2014;6(1):194-201.
20-Mazotto AM, de Melo ACN, Macrae A, Rosado AS, Peixoto R, Cedrola SM, Couri S, Zingali RB,
Villa ALV, Rabinovitch L. Biodegradation of feather waste by extracellular keratinases and
gelatinases from Bacillus spp. World Journal of Microbiology and Biotechnology. 2011;27(6):1355-
65.
21-Sivakumar T, Shankar T, Vijayabaskar P, Ramasubramanian V. Optimization for keratinase
enzyme production using Bacillus thuringiensis TS2. Academic Journal of Plant Sciences.
2012;5(3):102-9.
22-Agrawal B, Dalal M. Screening and characterization of keratinase enzyme obtained from keratin
degrading microorganism isolated from Sanjan poultry waste dumping soil. European Academic
Research. 2015;2(11):13986-94.
23-Ramnani P, Gupta R. Optimization of medium composition for keratinase production on feather by
Bacillus licheniformis RG1 using statistical methods involving response surface methodology.
Biotechnology and Applied Biochemistry. 2004; 40: 191-6.

 [
 D

O
I:

 1
0.

52
54

7/
j.h

ea
lth

.1
2.

3.
34

0 
] 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

38
29

71
0.

14
00

.1
2.

3.
2.

7 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 h

ea
lth

jo
ur

na
l.a

ru
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

2-
05

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               9 / 9

http://dx.doi.org/10.52547/j.health.12.3.340
https://dorl.net/dor/20.1001.1.23829710.1400.12.3.2.7
https://healthjournal.arums.ac.ir/article-1-2460-fa.html
http://www.tcpdf.org

